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INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TDF) é definida como uma tera-
pia que utiliza reacGes fotoquimicas para destruicdo seletiva de
tecido ou células. E uma técnica terapéutica de dois estagios no
qual o uso de uma droga sensibilizadora topica ou sistémica é
seguido pela irradiacdo de luz visivel. Os fotossensibilizadores,
administrados de forma exdgena ou formados endogenamente, sdo
ativados pela luz e transferem sua energia para o oxigénio molecu-
lar, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) que induzem
morte celular, como esquematizado na Figura 1.
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Figura 1 - Esquema geral da Terapia Fotodindmica, onde FS = fotossensibilizador, ROS =
espécie reativa de oxigénio.

A Figura 2 apresenta um esquema geral que ilustra os di-
ferentes processos que ocorrem a partir da excitacao de um fotos-
sensibilizador por uma fonte de luz. A absorcdo de um féton de luz
promove a excitacao e transicao do FS do estado fundamental para
o estado excitado singleto. Neste estado, o FS pode regressar ao
estado fundamental por emissdo de fluorescéncia ou passar ao
estado excitado tripleto onde pode reagir com o oxigénio molecu-
lar de duas formas distintas (reacao tipo | e reacao tipo Il). Na
reacao do tipo |, o FS reage diretamente com o substrato, mem-
brana celular ou uma molécula, essa reacao permite a transferén-
cia de elétrons (e’) formando ions ou radicais derivados do FS e do
substrato. As espécies reativas sao formadas por reducées de um
ou mais elétrons no oxigénio (0z). Os produtos desta reducéo inclu-
em anion superoxido (O2), perdxido de hidrogénio (H.0:), radical
alcoxila, radical peroxila e radical hidroxila (OH").

Os FS podem ser administrados por varias vias, sendo a
via topica uma alternativa para o tratamento de micoses, canceres
de pele, infestacdes parasitarias ou infeccdes bacterianas. Apesar
de ter um campo de acdo visivel, tal via também apresenta uma
grande complexidade para a acao fototerapica, tais como: as
caracteristicas opticas do tecido, os processos de reflexao, absor-
¢ao, espalhamento de luz e o estado funcional do tecido. Como
exemplo, a pele escura absorve mais luz no visivel em comparacao
a pele clara devido a maior quantidade de melanina, um dos prin-
cipais cromoforos do tecido bioldgico. No caso de lesdes, a pene-
tracdo da luz é maior se comparada a pele normal de espessura
similar. Para isso, é necessario o desenvolvimento de formulagoes

farmacéuticas capazes de veicular os FS ao local acometido pela
lesao tecidual, levando em consideracao as propriedades opticas

do tecido-alvo.
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Figura 2 - Esquema ilustrando os possiveis processos durante a terapia fotodinamica com
o processo de excitacdo do FS e formacdo de ROS. [Fonte: Adaptado de TEGOS et al
(2012); COSTA (2013); VIANA (2015)].
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Neste sentido, este trabalho visa o desenvolvimento de
uma formulacao simples na forma gel para incorporacao de fotos-
sensibilizadores com a finalidade de aplicacao em terapia fotodi-
namica. Os géis sao sistemas semissolidos nos quais o movimento
do meio dispersante é restrito por uma rede tridimensional de
particulas interlacadas ou macromoléculas solvatadas presentes na
fase dispersa. Pode estar envolvido um alto grau de interacoes
fisicas ou quimicas. O aumento da viscosidade causado pelo entre-
lacamento e consequente atrito interno é responsavel pelo estado
semissolido. Um gel pode consistir de filamentos torcidos e emara-
nhados que geralmente se mantém unidos por ligacdes do tipo Van
der Waals, formando regides cristalinas e amorfas ao longo do
sistema.

O azul de metileno (AM) é um corante catidnico e que
por ser relativamente lipofilico, capaz de permear membranas e
por possuir carga positiva é atraido pelo potencial negativo das
mitocondrias, podendo atuar nesta organela. Este FS é atualmente
empregado no tratamento de infeccoes bucais, periodontite e
descontaminacdo endodontica. Ele possui ainda, boa eficacia de
geracao de '0;, em torno de 50%. Sua estrutura molecular esta
representada na Figura 3. A Figura 3 mostra a aplicacao de azul de
metileno (em solucao aquosa) no tratamento de periodontite.
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Figura 3 - Aplicacao de terapia fotodinamica no tratamento de periodontite utilizando-se
o fotossensibilizador azul de metileno em solucdo aquosa e fonte de luz vermelha.
(Fonte: www.researchgate.net/figure/223961765_fig1_Patient-with chronic-periodontitis-
before-treatment-left-during-photodynamic-therapy).

MATERIAIS E METODOS

Formulacoes a base de gel carbopol 940® (Figura 4) fo-
ram preparadas contendo FS na concentracdo 5x10® mol.L™" (SAN-
TOS, 2016).
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Figura 4 - Monomero do Carbopol 940.

A deteccéo de ROS do FS foi entdo avaliada antes e apds
incorporacao ao gel, através do método quimico indireto empre-
gando-se agentes quimicos N,N-dimetil-4-nitrosoanilina (RNO) e L-
histidina (KRAJLIC & MOHSNI, 1978). O método consiste da analise
do padrdo de degradacdao do RNO a partir do intermediario alta-
mente reativo gerado pelo ataque do ROS a L-histidina. A producao
de ROS equivale a queda na densidade optica do RNO, dessa forma
a quantificacao de ROS foi avaliada a partir do coeficiente angular
da reta, e percentual de producao de ROS calculado a partir das
Equacoes:

_ ABS;x 100

ROSp = 100 - RNOc
ABS,

RNOc

Onde:

RNOc = percentual de RNO consumido

ABS; = absorbancia inicial do fotossensibilizador
ABS; = absorbancia final do fotossensibilizador
ROSp = percentual de producao de ROS

A geracao de ROS foi induzida irradiando-se com laser
(660 nm) as formulacées contendo AM (solucao e gel), durante o
periodo de 0 a 5 minutos, sendo a analise feita a cada 20 s ou a
cada 1 min. Espectros de absorcdo eletronica foram registrados
entre 350 e 450 nm (espectrofotdometro modelo Lambda 650
UV/Vis, Perkin Elmer da Central Analitica do Depto. Quimica Fun-
damental, UFPE). A determinacao da espalhabilidade foi realizada
de acordo com metodologia descrita por Zanin et al. (2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados de varredura completa dos espectros dos
componentes do estudo de deteccao de ROS (de 200 a 900 nm)
confirmaram que nao houve interferéncia na analise do resultado

da leitura do RNO, conforme visto na Figura 5.
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Figura 5 - Espectros de absorcao dos componentes do método de ROS. Nao ha interferén-
cia entre os componentes (RNO, L-histidina e AM).
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Os primeiros resultados foram obtidos em solucao, plei-
teando que o ROS foi gerado e que o RNO captou tal geracao a
partir de sua degradacao (Figura 6). A degradacao foi feita, inici-
almente, com o intervalo de 20 s entre cada leitura, até totalizar 5
min. Ocorreu uma queda na taxa de degradacdo ao longo do tem-
po. E interessante reparar na existéncia de um ponto isosbéstico (1
= 380 nm), ponto onde a absorcdo de duas ou mais espécies é a
mesma, 0 que sugere a existéncia de um produto de degradacao do
RNO com absorcao proxima.
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Figura 6 - Curvas de degradacao do RNO ao longo dos 5 min de irradiagcdo (A = 660 nm)
com um intervalo de 20 s entre cada irradiacao da solugéo contendo AM (5 pmol.L™).

0 principal resultado obtido a partir dessa analise foi que
o intervalo de irradiacao da amostra interfere na geracao de ROS,
como visto na Figura 7: se o intervalo de exposicao for de 1 min, a
taxa de degradacao é menor (65%) do que se for com intervalos de
20 s (75%). Isto decorre provavelmente de variacées de concentra-
cdo das espécies reativas de oxigénio formadas durante a irradia-
cao do AM e a presenca de O; no meio. O fato do sistema ser ho-
mogeneizado a cada 20 s pode estar favorecendo o processo, atra-
vés do maior contato da solugcdo com o ar.
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Figura 7 - Curvas com o valor da absorbancia em 440 nm indicando a degradagéo do RNO
em duas situagdes de irradiacdo do laser (. = 660 nm): a cada 1 min (e) e a cada 20s (e).

Apos a preparacao dos géis observou-se que ndo houve alteracao
macroscopica significativa na forma semissolida apos sua incorpo-
racdo. Os géis (placebo, gel/AM) demonstraram pH em torno de
6,0, viscosidade 2x10° cP e espalhabilidade maxima de 4032-4808
mm? nas condicbes de estudo confirmando que a baixa concentra-
cao nao modificou as propriedades gerais do gel.

No entanto, foi observado que a resposta da producao de ROS do
AM ¢é reduzida em torno de 25% apos sua incorporacdo no gel,
quando comparada a producdao em solucdo aquosa. As hipdteses
para o decaimento da geracao de ROS do AM na formulacao em gel
podem estar atribuidas as interacdes intermoleculares ou a auto
supressao de fluorescéncia. A molécula de azul de metileno com
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carga levemente positiva (Figura 3) tem possibilidade de interagir
com a malha polimérica do gel carbopol (polianion). Esta interacao
supramolecular pode levar a uma mobilidade menor das moléculas
deste FS, reduzindo a secdo de choque com o oxigénio livre dissol-
vido no meio aquoso. Outra possibilidade é no gel, as moléculas
podem sofrer um adensamento local das espécies de AM. Ou seja,
uma concentracao de espécies de AM pode causar um efeito co-
nhecido como autos supressao durante sua irradiacao com luz. Isto
fica ainda mais complexo quando se observa o espectro de absor-
cao e o de emissao do AM onde se evidencia um pequeno desloca-
mento de Stokes e uma regiao espectral de grande superposicao da
banda de absorcdao e a de emissdao. Assim, ao emitir luz quando
irradiado pode ocorrer a absorcao desta luz pelo proprio AM, redu-
zindo sua eficiéncia para geracao de ROS. Estas possibilidades
serdo testadas realizando-se estudos da dependéncia da concen-
tracdo da espécie na formulacdo semissolida com a eficiéncia de
producao de ROS.

CONCLUSOES

A partir dos resultados pode-se concluir que a incorporacao do FS
nao alterou de modo microscopico as caracteristicas do gel, bem
como seu pH. Nos testes prévios realizados em solucdo observou-se
que uma exposicao mais prolongada da fonte de luz diminui a taxa
de geracao de ROS, o que sugere que o tempo entre uma exposicao
e outra é fundamental na cinética da reacao. E esperado que a
taxa de geracdo de ROS seja alterada pela presenca do gel, ja que
a mobilidade das moléculas do ativo, bem como a penetracdo de
luz mude o padrao observado.
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